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(57) Abstract 

The invention relates to a method for capsulating microbial, 
plant and animal cells or biological and chemical substances, using 
a nozzle to obtain small, especially spherical particles by vibrating 
an immobilisation mixture. According to said method, the immobil- 
isation mixture, especially a laminar fluid jet taking the form of an 
immobilisation mixture, is divided into equal parts by superimposition 
of an external vibration. In a device especially well suited to carry out 
this method a metallic counter-element (18) which is mounted down- 
stream from the nozzle (16) at a distance (a) to, and on the outside 
of, the nozzle axis (A) is connected to a high-voltage source (30). 
The counter-element is to be embodied by a metal ring (18) through 
whose through hole (20) the nozzle axis (A) extends. The metal ring 
(18) is radially connected to an insulated support (22, 24). 

(57) Zusammenfassung 

Bei einem Verfahren zum Verkapseln von mikrobiellen, pflan- 
zlichen und tierischen Zellen bzw. von biologischen und chemischen 
Substanzen durch eine Dtise in kleine, i.w. kugelformige Teilchen 
durch Vibration eines Immobilisierungsgemisches, wird dieses - und 
insbesondere ein laminarer Flussigkeitsstrahl als Immobilisierungs- 
gemisch - durch Uberlagerung einer externen Schwingung in gle- 
ichgrofie Fraktionen geteilt. Bei einer dafur besonders geeigneten 
Vorrichtung ist ein der Dtise (16) in Abstand (a) und auBerhalb der 
Diisenachse (A) nachgeordnetes metallisches Gegenelement (18) an 
eine Hochspannungsquelle (30) angeschlossen. Dieses Gegenelement 
soil als Metallring (18) ausgebildet sein, dessen Ringdurchbruch (20) 
von der Diisenachse (A) durchsetzt wird. Dieser Metallring (18) ist 
radial an eine isoliert angebrachte Halterung (22, 24) angeschlossen. 
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Verfahren und Vorrichtung zum Verkapseln von mikrobiellen, 
pflanzlichen und tierischen Zellen bzw. von biologischen 
und chemise hen Subs tanzen 

5 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zum Verkapseln von mikrobiellen, pflanzlichen und tieri- 
schen Zellen bzw. von biologischen und chemischen Substan- 
zen durch eine Diise in kleine, i. w. kugelformige Teilchen. 

10 

Die Verkapselung von mikrobiel len, pflanzlichen und tieri- 
schen Zellen und von biologischen und chemischen Substanzen 
wie Katalysatoren -- ist vor allem in der Biotechnologie 
und der Medizin zur Immobilisierung von grofier Bedeutung. 

15 In der Medizin dient die Verkapselung zusatzlich zum Ab- 
schirmen vor dem Immunsystem. Durch die Immobilisierung ist 
es moglich, die Zellen oder den Katalysator im Prozefe zu- 
ruckzuhalten und gleichzeitig das Produkt zu ernten. Da- 
durch sind ein verlangerter Nutzen und eine erhohte Raum- 

20 Zeit-Ausbeute moglich. Durch die Abschirmung der Zellen vor 
dem Immunsystem ist es moglich, einem Patienten korper- 
fremde Zellen zu implantieren, die iiber langere Zeit einen 
gewunschten Stoff in den Korper des Patienten abgeben, ohne 
dass sie durch das Immunsystem des Patienten angegriffen 

25 und zerstort werden. 

Die Verkapselung von Zellen und Katalysatoren in Biopoly- 
mere -- wie Carrageenan oder Alginat -- und synthetische 
Polymere wie Polyacrylamid -- ist eine in Forschungsla- 

30 bors seit einigen Jahren angewandte Methode . In der Litera- 
tur werden dafur viele verschiedene Vorrichtungen beschrie- 
ben. Eine der ef f izientesten Methoden ist das Zerteilen ei- 
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nes Strahls durch die Uberlagerung einer externen Schwin- 
gung auf die Immobil isierungsf lussigkei t . Die Fliissigkeit 
wird dadurch beim laminaren Ausstromen aus einer Diise in 
gleichgrofee Fraktionen aufgeteilt . Mehrere Methoden zur 
5 Schwingungsiibertragung werden genutzt oder beschrieben, 
z.B. Koppelung an einen Vibrator, Piezokristal 1 , Schallwel- 
len . 

WO 96/28247 der Anmelderin zeigt ein kommerzielles Verkap 

10 selungsgerat , bei dem die Schwingung durch eine starre Ver- 
bindung zu einem Vibrator ubertragen wird. Diese Methode 
besitzt die Schwierigke.it, dass die Achse des Vibrators und 
die Achse zur Diise exakt ausgerichtet sein mussen, da sonst 
Storungen auftreten, welche die Homogenitat der KugelgroSe 

15 massiv beeintracht igen . Zudem ist der Vibrator teuer. Auch 
hat sich durch photographische Analysen und Beobachtungen 
unter Stroboskoplicht gezeigt, dass bei ordnungsgemaSem Be- 
treiben der Vorrichtung bis etwa 10 0 mm nach der Diise eine 
monodisperse und einzelstrangige Kugelkette sichtbar ist. 

20 Werden die Kugeln nach etwa 100 mm Fallstrecke im Hartungs- 
bad aufgefangen und danach unter dem Mikroskop untersucht, 
so wurden sehr oft -- und dies nicht vorhersagbar 
Chargen ohne monodisperse Kugelschar erhalten. In den 
Proben waren zumeist drei verschiedene Kugelpopulat ionen in 

25 unterschiedlichem Verhaltnis; die erste besafe den 
erwarteten Kugeldurchmesser , die zweite ein doppeltes oder 
mehrfach grofeeres Volumen als erwartet , und die dritte 
hatte eine Form von zwei sich mehr oder weniger stark 
beriihrenden Einzelkugeln . 



30 
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In Kenntnis dieses Standes der Technik hat sich der Erfin- 
der das Ziel gesetzt, eine Vorrichtung und ein Verfahren 
der eingangs genannten Art zu optimieren. 

5 Zur Losung dieser Aufgabe fuhren die Lehren der unabhangi- 
gen Patentanspruche ; die Unteranspriiche geben gunstige Wei- 
terbildungen an. Zudem fallen in den Rahmen der Erfindung 
alle Kombinat ionen aus zumindest zwei der in der Beschrei- 
bung, der Zeichnung und/oder den Anspruchen offenbarten 
10 Merkmale. 

Nach dem erf indungsgemaSen Verfahren wird das Immobilisie- 
rungsgemisch, vor allem ein laminarer Fliissigkei tsstrahl , 
durch Uberlagerung einer externen Schwingung in gleichgro£e 

15 Teile getrennt . In der Nahe der Duse wird ein elektrisches 
Feld auf gebaut , so dass im Fliissigkei tsstrahl ein elektri- 
scher Ladungsf luss entsteht, wodurch die entstehenden Trop- 
fen eine elektrische Ladung aufweisen. Diese Aufladung muss 
so hoch sein, dass die Kugeln sich wegen der gleichartigen 

20 Ladung gegenseitig abstofeen, und sich die anfanglich ein- 
zelstrangig vorhandene Kugelkette in viele Teilketten auf - 
teilt. Dazu werden Spannungen vorzugsweise im Bereich von 
200 bis 1600 V benotigt . Durch den Dispergierungsef f ekt 
fallen die Kugeln nicht mehr auf einem eng begrenzten Ge- 

25 biet auf die Oberflache des Hartungsbades , sondern sie wer- 
den weit zerstreut . 

Dadurch ist es nun moglich, routinemaSig eine monodisperse 
Kugelschar nicht nur in der Luft sondern auch im Hartungs- 
30 bad zu erzielen. Ebenso kann nun auch bei Immobilisierungs- 
gemischen, die wegen ihrer chemischen und physikal ischen 
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Eigenschaf ten kaum oder nur teilweise zertropft werden 
konnten, oft eine monodisperse Kugelschar erzielt werden. 

Eine fur dieses Verfahren vorgesehene Vorrichtung zeichnet 
5 sich u. a. dadurch aus, dass ein der Duse in Abstand und 
auSerhalb der Diisenachse nachgeordnetes metallisches Ge- 
genelement an eine Hochspannungsquelle angeschlossen ist . 
Dieses Gegenelement ist bevorzugt als Metallring ausgebil- 
det , dessen Ringdurchbruch von der Diisenachse durchsetzt 
10 sein sollte. Zwischen Diise und Gegenelement bzw. Metallring 
findet sich ein elektrisches Feld, bevorzugt mit dem oben 
erwahnten Spannungsbereich . 

Als gunstig hat es sich auch erwiesen, beim Teilen des Im- 
15 mobilisierungsgemisches , durch Uberlagerung einer externen 
Schwingung in gleich gro£e Fraktionen diese Schwingungen 
auf das Immobilisierungsgemisch entweder innerhalb eines 
Pulsationsraumes oder iiber die in Pulsation versetzte Duse 
zu iibertragen. Hierzu wird eine Vorrichtung angeboten, bei 
20 der eine der Duse vorgeordnete und das Immobilisierungsge- 
misch aufnehmende Pulsat ionskammer von einem Dauermagneten 
uberlagert und dieser gegeniiber einer elektrischen Spule 
angeordnet ist; eines der beiden Aggregate ist erf indungs- 
gemaiS innerhalb der Pulsat ionskammer vorgesehen oder auf 
25 einer Membrane, welche die Pulsationskammer iiberspannt , wo- 
bei das andere Aggregat von dem der Pulsationskammer zuge- 
ordneten durch einen Luftspalt getrennt ist. 

Bei einer anderen Ausgestal tung der Vorrichtung sind Dauer- 
30 magnet und elektrische Spule der Diise oder ihrer Aufhangung 
zugeordnet, so dass diese die Pulsation einzuleiten vermag. 
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Das Prinzip des Vibrators aus Magnet und mit Wechselstrom 
durchf lossener Spule wird aus dem Vibrator herausgenommen, 
und ein Teil davon ist direkt der Pulsat ionskammer zugeord- 
net. Wenn durch die Spule Wechselstrom gesandt wird, wird 
5 diese abwechselnd positiv und negativ magnet isiert . Die Ma- 
gnetwellen interagieren mit dem darunterliegenden Magneten 
und versetzen diesen in Schwingungen. Letztere werden fast 
widerstandslos auf die Immobilisierungsf lussigkei t iibertra- 
gen . 

10 

Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung erzeugen die mit 
Wechselstrom durchf lossene Spule und der Dauermagnet 
Schwingungen im bevorzugten Bereich von 300 bis 4000 Hz. 

15 So wird mit einfachen Mitteln eine Miniaturisierung der 
Schwingungsubertragung ermoglicht bei sehr geringem Mate- 
rial- und Energieaufwand. Die Kosten des Verfahrens und der 
Vorrichtung konnen urn ein Mehrfaches gegeniiber den bisher 
bekannten Vibrat ionsverf ahren gesenkt werden. Als weiterer 

20 Vorteil ist anzusehen, dass die Ausrichtung von Magnet und 
Spule nicht auf 0,1 mm genau zentriert sein muss. Auch sind 
keine Achsen vorhanden, die exakt ausgerichtet werden mus- 
sen. 
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Weitere Vorteile, Merkmale und Einzelheiten der Erfindung 
ergeben sich aus der nachf olgenden Beschreibung bevorzugter 
Ausf uhrungsbeispiele sowie anhand der Zeichnung; diese 
zeigt in 



Fig. 1: eine Seitenansicht einer erfin- 

dungsgemaiSen Vorrichtung; 

Fig. 2: eine Schragsicht auf eine andere 

erfindungsgemafie Vorrichtung; 

Fig. 3: die Draufsicht auf die teilweise 

geschnittene Vorrichtung der Fig. 
2; 

Fig. 4: den Schnitt durch Fig. 3 nach deren 

Linie IV- IV. 

In einer nur teilweise dargestellten Anlage fur das sterile 
Verkapseln mikrobieller , pflanzlicher und tierischer Zellen 
ist in einem Reaktor 10 oberhalb eines Hartungsbades 12 so- 
wie unterhalb einer an einem Reaktordeckel 14 hangenden 
Diise 16 und in Abstand a zu ihr ein Metallring 18 horizon- 
tal angebracht, dessen zentrischer Durchbruch 20 von der 
Diisenachse A durchsetzt ist. 

Der Metallring 18 ist mittels eines radialen Halters 22 so- 
wie eines anschlieSenden Rohres 24 in einem Isolierstut zen 
26 im Reaktordeckel 14 befestigt sowie durch eine im Rohr 
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24 verlegte Leitung 28 an eine Hochspannungsquelle 30 ange- 
schlossen . 

Durch die Duse 16 wird ein Verkapselungsgemisch -- beste- 
5 hend aus einer Immobilisierungsmatrix und Zellen oder Sub- 
stanzen -- so gefordert, dass ein laminarer Freistrahl ent- 
steht . Durch Uberlagern einer Schwingung auf den Freistrahl 
zerfallt dieser in gleichgroSe Tropfen K. Beim Eindringen 
der Fliissigkeit in ein zwischen dem Metallring 18 und der 
10 Duse 16 aufgebautes elektrisches Feld entsteht ein 
Ladungsf luss in Richtung der Diise 16, so dass die ab- 
getrennten Tropfen K eine elektrische Ladung -- Influ- 
enzaufladung aufweisen. Durch diese gleichartige Ladung 

stolen sich die Tropfen K ab . 

15 

Dieser Vorgang fuhrt zu zwei Effekten. Zum einen werden die 
Tropfen K in axialer Richtung stabilisiert , d.h. sobald 
sich zwei Tropfen K durch unterschiedliche Fallgeschwindig- 
keit naher kommen, werden sie durch die Coulomb-Krafte ab- 

20 gestofeen, und sie konnen sich nicht beruhren. Zum anderen 
verstarken sich kleinste radiale Versetzungen, und es kommt 
zu einer Aufweitung der einzelstrangigen Kugelkette zu ei- 
nem Kegel Q. Durch diesen Effekt wird ein Koagulieren von 
Tropfen K praktisch verhindert, und im Hartungsbad 12 ent- 

25 stehen vollkommen gleichgroE>e Partikel . Durch Erdung des 
Hartungsbades 12 bei 32 werden die Ladungen abge fuhrt . 

In einer Ausgestaltung einer weiteren Anlage f iir das sterile 
Verkapseln mikrobieller , pflanzlicher und tierischer Zellen 
30 ist oberhalb des Hartungsbades 12 eine beispielsweise 
rechteckige Tragplatte 4 0 der Dicke b angeordnet mit in das 
Zentrum ihrer Oberflache 42 eingef ormter Vertiefung 44 der 
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Tiefe t; letztere entspricht etwa einem Drittel der Plat- 
tendicke b. 

Die Vertiefung 44 ist gemafe Fig. 4 von einer kreisf ormigen 
5 Umfangswand 4 6 des Durchmessers d begrenzt, und vom Mittel- 
punkt ihres Bodens 48 geht eine Bohrung 50 aus. Diese miin- 
det andernends in einer -- in die Unterf lache 41 der Trag- 
platte 40 eingebrachten -- napfartigen Einformung 52 des 
Durchmessers d x (etwa ein Drittel d) , in welcher eine mit 
10 jener Bohrung 5 0 verbundene Diise 54 sitzt. Zudem fuhrt in 
der Ebene des Bodens 48 ein Radialkanal 56 zu einem seit- 
lichen Sackloch 58 fur einen Anschlussstut zen 60. 

Der Vertiefung 44 ist ein auf der Plat tenoberf lache 42 -- 
15 unter Zwischenschal tung einer Membrane 62 und einer Dich- 

tung 64 -- festgelegter Druckring 66 zugeordnet; dieser ist 
wie auch die Dichtung 64 mit einem Innendurchbruch 3 8 

des Durchmessers d ausgestattet und spannt die einen Schei- 

benmagneten 70 tragende Membrane 62 fiber der Vertiefung 44 
20 auf. Der Durchmesser e des Scheibenmagneten 70 ist etwas 

langer als der Durchmesser d x der Einformung 52 fur die 

Diise 54 . 

In Abstand zum Scheibenmagneten 70 hangt -- zu dessen Mit- 
25 telachse M zentriert -- an einer Halterung 72 eine elektri- 
sche Spule 74 . Scheibenmagnet 70 und die mit Wechselstrom 
durchf lossene Spule 74 bilden einen Vibrator; wenn durch 
die Spule 74 Wechselstrom geleitet wird, wird sie abwech- 
selnd positiv und negativ magnet isiert . Die Magnetwellen 
30 wirken auf den darunterliegenden Scheibenmagneten 7 0 und 
versetzen diesen mitsamt der Membrane 62 in Schwingungen . 
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In die eine Pulsat ionskammer bildende Vertiefung 44 ist 
durch den Radialkanal 56 eine Immobilisierungsf lussigkeit 
eingeleitet worden, auf welche die Schwingungen fast wider- 
standslos ubertragen werden . Das Einbringen dieses Immobi- 
5 lisierungsgemisches erfolgt mittels eines mechanischen Vor- 
schubes oder durch Luftdruck in die Pulsat ionskammer oder 
Vertiefung 44; von dort wird das I mmob i 1 i s i e r ungsgemi s ch 
durch die Duse 54 gedriickt . Der dort entstehende Strahl E 
zerfallt kurz nach dem Austritt aus der Duse 54 entspre- 

10 chend der Frequenz der uberlagerten Schwingung in gleich- 
groSe Kugeln K x . Bei etwa 700 Hz entstehen unter optimalen 
Bedingungen 700 der gleichgroSen Kugeln K x je Sekunde, wo- 
bei die Homogenitat der Kugelgestalt dank der reibungslosen 
Ubertragung ausgezeichnet ist. Messungen haben gezeigt, 

15 dass die benotigte Leistung unter 0,2 W liegt. 

Bei einer nicht dargestellten Ausfiihrung ist der Dauerma- 
gnet 70 oder die Spule 74 unmittelbar an der Duse 54 vorge- 
sehen und das jeweils andere Aggregat unter Bildung eines 
20 Luftspaltes zugeordnet . 
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P ATENTANS PRUCHE 



1. Verfahren zum Verkapseln von mikrobiellen pflanzli- 
chen unci tierischen Zellen bzw. von biologischen und 
chemischen Substanzen durch eine Diise in kleine, i. 
w. kugelformige Teilchen durch' Vibration eines 
I mmob i 1 i s i e rungs gemi s che s , 

dadurch gekennzeichnet , 

dass das Immobilisierungsgemisch durch Uberlagerung 
einer externen Schwingung in gleichgro&e Fraktionen 
geteilt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Immobilisierungsgemisch ein laminarer Flus- 
sigkeitsstrahl durch Uberlagerung einer externen 
Schwingung in gleichgroSe Fraktionen geteilt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Schwingung auf das Immobilisierungsgemisch 
innerhalb eines Pulsationsraumes iibertragen wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Schwingungen auf das Immobilisierungsgemisch 
iiber die in Pulsation versetzte Diise iibertragen wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 
Schwingungen im Bereich von 3 00 bis 4000 Hz. 



WO 99/44735 



- 11 - 



PCT/EP99/00162 



6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , 

dass die kugel f ormigen Teilchen in einem elektrischen 
Feld zwischen der Duse und einem Gegenelement elek- 
trisch so stark aufgeladen werden, dass sie sich ge- 
5 genseitig abstoSen. 



7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die kugelf ormigen Teilchen unterhalb des 
Gegenelements und oberhalb eines Hartungsbades unter 

10 Bildung eines Kegels auseinandergetrieben werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die elektrische Spannung zwischen der Duse und 
dem Gegenelement im Bereich von 200 bis 1600 V liegt. 

15 

9. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass durch Veranderung der Lage und Geome- 
trie des Gegenelements die Abstofeung der kugelf ormi- 
gen Teilchen variiert wird. 

20 

10. Vorrichtung zum Verkapseln von mikrobiellen pflanzli- 
chen und tierischen Zellen bzw. von biologischen und 
chemischen Substanzen durch eine Duse in kleine, i.w. 
kugel formige Teilchen, insbesondere zur Durchfuhrung 

25 des Verfahrens nach einem der vorauf gehenden Anspru- 

che, dadurch gekennzeichnet, da£ eine der Duse (16) 
in Abstand (a) und aufierhalb der Dusenachse (A) 
nachgeordnetes metallisches Gegenelement (18) an eine 
Hochspannungsquelle (30) angeschlossen . 



30 



11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 10 bis 12, ge- 
kennzeichnet durch ein elektrisches Feld zwischen 
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Diise (16) unci Gegenelement (18) einer elektrischen 
Spannung im Bereich von 200 bis 1600 V. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekenn- 
5 zeichnet, dass das Gegenelement als Metallring (18) 

ausgebildet und dessen Ringdurchbruch (2 0) von der 
Dusenachse (A) durchsetzt ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 10 oder 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Metallring (18) radial an eine 
isoliert angebrachte Halterung (22, 24) angeschlossen 
ist . 

Vorrichtung zum Verkapseln von mikrobiellen pflanzli- 
chen und tierischen Zellen bzw. von biologischen und 
chemischen Substanzen durch eine Diise in kleine, i.w. 
kugelformige Teilchen, insbesondere zur Durchfiihrung 
des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass eine der Diise (54) vorge- 
ordnete und das Immobilisierungsgemisch aufnehmende 
Pulsationskammer (44) von einem Dauermagneten (70) 
iiberlagert und dieser gegeniiber einer elektrischen 
Spule (74) angeordnet ist. 

25 15. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Schwingung durch die mit Wechselstrom durch- 
flossene Spule (74) und den Dauermagneten (70) er- 
zeugbar ist, wobei sich eines der beiden Aggregate 
innerhalb der Pulsationskammer (44) befindet oder auf 

30 einer die Pulsationskammer iiberspannenden Membrane 

(62) . 



13 . 
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15 
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16. Vorrichtung zum Verkapseln von mikrobiel len pflanzli- 
chen und tierischen Zellen bzw. von biologischen unci 
chemischen Substanzen durch eine Diise in kleine, i.w. 
5 kugelf ormige Teilchen, insbesondere zur Durchfiihrung 

des Verfahrens nach einem der Anspruche 1, 3 oder 4, 
dadurch gekennzeichnet , dass durch eine mit Wechsel- 
strom durchf lossene Spule (74) und einen Dauermagne- 
ten (70) eine Schwingung erzeugbar ist, wobei eines 
10 der beiden Aggregate auf der Diise (54) oder auf der 

Diisenauf hangung (40) befestigt ist. 



17, Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 15, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Spule (74) und der 
15 Dauermagnet (70) voneinander durch einen Luftspalt 

getrennt festgelegt sind. 
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Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis 17, ge- 
kennzeichnet durch Schwingungen im Bereich von 3 00 
bis 4000 Hz. 
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Fig.l 
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